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Lipidanaloge Phosphorsauretriester 



Beschreibung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Phosphorsauretriester, welche 
apolare Lipidstrukturen enthalten. 

DieseTriester konnen insbesondereals Liposomenbestandteile Verwendung 
finden. 

Ein Gegenstand der Erfindung ist eine Verbindung der Formel (1) 

O 

- O - P - O - R2 
O - 

worin R^ einen Rest darstellt, ausgewahit aus Cholesterin, Diaoylglycerinen, 
Dialkylglycerinen, Acylalkylglycerinen, Ceramiden, primaren oder 
sekundaren Alkoholen mit 12 bis 24 C-Atomen oder Acylglycero- 
benzylethern, R^ einen Rest darstellt, ausgewahit aus Ethanolamin, N- 
Methylethanolamin, Propanolamin, Cholin, Glycerin, Oligoglycerinen, 
Glycoglycerinen oder Serin, welche gegebenenfalls Schutzgruppen 
enthalten konnen und R^ einen Rest darstellt, ausgewahit aus Ci-Cg-AlkyI 
Oder C^-Cg-Alkenyl oder die Bedeutung R^ hat- 

Bei den erfindungsgemaBen Verbindungen handelt es sich um Lipid-analoge 
Phosphorsauretriester, insbesondere um Phosphorsauretriester mit 
mehrfachen Hydroxylgruppen pro Phosphoratom, insbesondere mindestens 
zwei Hydroxylgruppen pro Phosphoratom, mehr bevorzugt mindestens drei 
Hydroxylgruppen pro Phosphoratom und noch mehr bevorzugt mindestens 
vier Hydroxylgruppen pro Phosphoratom. 



Die erfindungsgemaBen Phosphorsauretriester enthalten einen Rest R\ 
welcher eine apolare Lipidstruktur enthalt. Geeignete Strukturen fur sind 
insbesondere Cholesterinreste, sodass es sich bei bevorzugten 
Phosphorauretriestern um Cholesteryl-Verbindungen handelt. 

Ein weiterer bevorzugter Rest fur R^ ist Diacylglycerin, wobel die 
Acylgruppen jeweils unabhangig vorzugsweise 12 bis 28, insbesondere 13 
bis 27 und mehr bevorzugt 14 bis 26 Kohlenstoffatome enthalten. Bei den 
Acyiresten kann es sich um gesattigte oder ein- oder mehrfach, 
insbesondere zwei- oder dreifach ungesattigte Reste handeln. Besonders 
bevorzugt sInd die Acylglycerine, welche ungesattigte Fettsaurereste, wie 
beispielsweise Reste von Olsaure, Linolsaure oder Linoiensaure enthalten. 

Bei dem Rest R^ kann es sich erfindungsgemaS weiterhin um einen 
Dialkylglycerinrest handein, wobel die Alkylreste darin jeweils unabhangig 
voneinander vorzugsweise 1 bis 28, insbesondere 12 bis 26, noch mehr 
bevorzugt 14 bis 24 Kohlenstoffatome aufweisen. Die Alkylreste im 
Dialkylglycerinrest konnen gesattigt oder ein- oder mehrfach, insbesondere 
zwei- Oder dreifach ungesattigt sein. Bevorzugt sind die Reste (Z)-9- 
Octadecenyl-, (Z.Z.)-9. 1 2-Octadecandienyl-, (Z-Z.Z)-9. 12.15- 
Octadecantrienyi sowie lipophile Grundkorper mit pharmazeutischer 
Wirkung, wie 1-Octadecyl-2-methyl-sn-glycerin. 

Weiterhin kann R^ fur einen Ceramidrest stehen. Ceramide sind 
korpereigene, besonders in der Hirnsubstanz und im Myelin des ZNS 
gebunden anzutreffende lipophile Amide der allgemeinen Formel (IV) 

HN - CO - R* 

- o - ch2 - ch - ch - ch = ch-r^ 
o'h 




. 3 - 

wobei ein langkettiger Fettsaurerest, insbesondere ein Fettsaurerest mit 
12 bis 28 C-Atomen, ein langkettiger Alkylrest, insbesondere ein 
Alkylrest mit 12 bis 28 C-Atomen und R® = H ist. 

5 R^ kann weiterhin fiir einen Rest eines primaren oder sekundaren Alkohols 
mit 12 bis 24 Kohlenstoffatomen, insbesondere 13 bis 22 
Kohlenstoffatomen stehen, wobei die Alkohole gesattigt oder ein- oder 
mehrfach ungesattigt sein konnen. 

10 R^ kann weiterhin fur einen Acylglycero-benzyletlier-Rest stefien, wobei 
solclie Verbindungen insbesondere als Ausgangsprodukte fiir die Synthese 
von Lysopliospholipiden eingsetzt werden konnen. 

In den erfindungsgemaBen Verbindungen kann der Rest R^ in enantiomer 
15 reiner Form oder als racemisclies Gemisch vorliegen. 

R^ kann fur alle Reste stelien, wie sie in naturlichen Pliospholipiden und 
Sphingomyelinen vorkommen. Insbesondere steht R^ fiir einen 
Ethanolaminrest, einen N-Methylethanolrest oder einen Propanolaminrest, 

20 wobei die Reste gegebenenfalls mit geeigneten Scliutzgruppen, 
beispielsweise BOC versehen sind. R^ kann weiterhin fur einen Cholinrest 
stehen. Bevorzugt steht R^ fur -CH2-CH2-N^(CH3)3. R^ kann weiterhin fur 
einen Glycerinrest {-CH2-CH(OH)-CH2{OH)) stehen sowie fur einen 
Oligoglycerin-, insbesondere einen Di- oder Triglycerinrest. Weitere 

25 geeignete Reste R^ sind Glycoglycerine, sowie Serinreste. Auch die 
Glycerin- und Serinreste konnen gegebenenfalls mit geeigneten 
Schutzgruppen versehen sein. 

R^ stellt einen Rest dar, ausgewahit aus Ci-Cg-AlkyI oder Ci-Cg-Alkenyl 
30 Oder kann eine der oben fur R^ angegebenen Bedeutungen haben. Falls R^ 
eine der fur R^ angegebenen Bedeutungen besitzt, konnen biologisch 
hochaktive Strukturen gebildet werden, die als neue kationische Lipide eine 



groRe Bedeutung haben. Solche kationischen Lipide konnen beispielsweise 
fur die Gentransfektion eingesetrt werden. 



kann aber auch nur temporaren Charakter haben, also die Funktion einer 
Schutzgruppe ubernehmen, die spater wieder abgelost wird. In diesem Fall 
steht bevorzugt fur Methyl, Ethyl, Allyl oder Propyl. 

Die erfindungsgem§lSen Verbindungen sind zwischen pH 3 und pH 8 sehr 
stabil und konnen Insbesondere als Liposomenbestandteile Verwendung 
finden. 

Die Erfindung betrifft weiterhin ein Verfahren zur Herstellung einer 
Verbindung nach Formel (1), welches dadurch gekennzelchnet ist, dass man 
eine Verbindung der Formel (II) mit einer Verbindung der Formel (III) HO-R^ 
verestert. 

Die Verbindungen leiten sich von Phospholipiden her und entstehen 
beispielsweise aus 



CHa - O - CO - (CH2)i4 - CH3 



CH - O - CO - (CH2)i4 - CH3 



CH2 




O 
II 

P-O-CH2- CH-CH2 



OH OH 



O w ;NaW 
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durch Veresterung des Phosphorsaurediesters mit Glycerin: 



CHz - O - CO - (CH2),4 - CHa 



CH - O - CO - (CH2)i4 - CHa 
I 

CHs 



10 



^ P-0-CH2- CH-CH2. 

I I 

OH OH 
O -CH2- CH-CH2 
i I 
OH. OH 



Entsprechend konnen auch Cholesterinderivate erhalten werden 



15 



Chol-O 



20 



O 

II 

P-O-CH2-CH-CH2 
/ i 
OH OH 

6-CH2-CH-CH2 
I I 
OH OH 



DIese Verbindungen sind in unterschiedlichen Ausfuhrungsformen 
25 herstellbar. Sie konnen auch Oligoglycerine, z.B. anstelle von Glycerin 
beispielsweise Glyceroglycerin, Dlgiyceroglycerin oder Triglyceroglycerin 
enthalten. Schematisch besitzt z.B. Cholesterinphospho-monoglycerin- 
triglyceroglycerin folgende Strukturformel: 



30 




10 



O 
il 

Choi -P-O-CH2-CH-CH2 
I II 
O OH OH 

I 

CH2 CH — CH2 



OH O 
I 

CH2 "~ CH — CH2 

I I 

OH O 
I 

CH2 " CH — CH2 
I I 
OH OH 



15 Die erfindungsgemaBen Verbindungen sind insbesondere zur Herstellung 
von Liposomen bzw. als Liposomenbestandteile geeignet. Sie verleihen 
Liposomen besondere Eigenschaften, z.B. lange Zirkulationszeiten im Blut, 
gezielte Anreicherung in der Leber oder auch fast exklusive Aufnahme in 
der Milz. Mit Hilfe der erfindungsgemaSen Phosphorsauretriester konnen 

20 auch Liposomen mit neuen Eigenschaften geblldet werden, die eine hohe 
Serumstabilitat aufweisen, lange Zirkulationszeiten besitzen und exklusiv in 
der Milz angereichert warden. Lange Zirkulationszeiten sind aber aucli 
deshalb besonders wichtig, weil die Strukturen dann nicht, wie bekannte 
Liposomen, in der Leber angereichert warden sonderen andere Ziele, wie 

25 z.B. die Milz treffen oder besonders wichtig, durch Tumorzellen 
aufgenommen werden konnen. Die erfindungsgemafSen Verbindungen 
konnen deshalb auch zur Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzt 
werden - 



30 
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Die Erfindung betrifft weiterhin einen neuen Syntheseweg unter 
Verwendung der erfindungsgemaBen Phosphorsauretriester als 
Zwischenstufe. Ein besonderer Vorteil des erfindungsgemalSen 
Synthesewegs ist, dass die in fruheren Synthesen benutzte 
Reaktionsfuhrung (a) vermieden wird und nach (b) die wichtige Verbindung 
1 .2-DioleyI-sn-glycero-3-phosphoglycerin oder entsprechende Verbindungen 
unter neutralen Bedingungen freigelegt werden: 



10 



15 



Ri = 1 .2 - DioleoyI - sn - glycerin 



- O - P - O 
I 

O 
I 

CH3 



CH2 
I 

CH-O 
I 

CH2-O 



Zentrales Zwischenprodukt 



(a) 



CH3 
CH3 



20 



1) LiBr 
Abspaltung von CHa 

2) 70 % - Essigsaure bei 70** C 
(Wanderung des 
Phosphatrestes - schwer 
zu relnigende Endprodukte) 

1) saure Hydrolyse - Abspaltung 
der Isopropylidenschutzgrup- 
pe (durch Triester ist keine 
Wanderung mdgllch) 

2) LiBr 

Abspaltung von CHs bei pH6 
(neutral) 



Ein wesentlicher Vorteil bei der neuen Synthesef uhrung ist die Moglichkeit, 
apolare Zwischenprodukte nnoglichst weit in der Synthese voranzubringen, 
25 sodass polare Strukturen erst am Ende des Verfaiirens eingefuhrt werden. 
Dies wird im Folgenden an einenn Beispiel eriautert. Cardiolipine und 
analoge Verbindungen sind komplizierte Strukturen, die syntlnetisch in kg- 
Mengen nur auBerst schwer zuganglich sind. Mit Hilfe unserer neuen 
Synthesestrategie ist dies aber gut nnoglich. 



30 



Cardiolipin 



CH2 - O - CO - R 
I 

CH-O-CO-R 
I 

CH2 - O - PO - CH2 

I i 

O CH-OH 
(-) I 



CH2 - O - PO - O - CH2 



Die Synthese wird fiir das Beispiel R = Palmitinsaure beschrieben. 
Ausgangsprodukt ist 1 .2-Dipalmitoyl-sn-glycerin, das mit 
Phosphoroxychlorid in THF mit Triethylamin als Base in gewohnter Weise 
zul .2-Dipalmitoyl-sn-glycero-3-phosphorsauredichloridumgewandeltwird: 



CH2 - O - CO - (CH2)i4 - CH3 
I 

CH2 - O - CO - (CH2)i4 - CH3 
I 

CH2 ^ 



O 
(-) 



CH-O-CO-R 



CH2-0-CO-R;2Na<*> 




O-PO CI2 



Baustein 1 



Der einfache Weg zur Synthese von Cardiolipin, direkte Umsetzung mit 2- 
Benzyl-glycerin fuhrt leider zur uberwiegenden Bildung des entsprechenden 
Phospholans und ist nicht praktikabel: 



10 



15 
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CHa - O - CO - (CH2)i4 - CH3 

CH2 - O - CO - (CH2)i4 - CH3 

CH2 ^ Q,- CH2 

I 

O- PO.^ CH-0-CH2-CeH5 
I 

O-CH2 



Deshalb muss Baustein II verwendet werden, ein geschiitztes 
Glycerinderivat: 

Baustein II 



CH2 - O - CH2 = CH - CH3 

CH2 - O - CH2 - CgHs 
i 

CH2 - OH 



Die VerknOpfung von Baustein I mit Baustein 11 in THF mit Triethylamin 
fiihrt dann zu Baustein III: 



- 10- 



Baustein 111 



Baustein I 



1) Baustein II 
(Triethylamin in THF) 

2) Metlianolyse 

3) H<*>/H20in THF 



CH2 - O - CO - (CH2)i4 - CH, 
I 

CH - O - CO - (CH2)i4 - CH3 
I 

CHa O-CH2-C6H5 

I 

O- PO-O -CH2-CH-CH2 
I I 
O-CH, OH 



Baustein III kann dann mit Baustein I in ubiicher Weise umgesetzt werden 
zu dem direkten Vorprodukt von Cardiolipin, das dann durch 

CH2 - O - CO - (CH2)i4 - CH3 
I 

CH - O - CO - (CH2)i4 - CHa 
I 

CH2 ^ O 

11 

O- PO-O -CH2 

I I 

O-CH3 CH-O-CHa-CeHs 
I 

CH2 - O - PO - O - CH2 

I I 

O - CHa CH - O - CO - (CH2)i4 - CHa 
I 

CH2- O - CO - (CH2)i4 - CHa 
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Methanolyse in dem Dlmethylester Qberfuhrt wird. Durch katalytisch 
Hydrogenolyse wird dann die Hydroxylgruppe am mittleren Glycerin 
freigelegt. Die IN/letliylgruppen werden durch LiBr bei neutralem pH entfernt 
- das Endprodul<t ist Cardiolipin. 

5 

Die Besclireibung wird durch die folgenden Beispiele weiter eriautert. 



Beispiel 1 



0 Cholesteryl - phospho - diglycerin 
C33H59O8P (MG 614.801) 

2) Cholesteryl - phospho - glycerin - glyceroglycerin 
C36 Hes O10 P (MG 688.880) 

3) Cholesteryl - phospho - di - glykoglycerin 
C37 Her O10 P (MG 702.907) 

t) 1 .2 - Dimyristoyl - sn - glycero - 3 - phospho - diglycerin 
C37 H73 O12 P (MG 740.953) 

5) 1 .2 - DipalmitoyI - sn - glycero - 3 - phospho - diglycerin 
C41H81O12P (MG 797.061) 

6) 1 .2 - DistearoyI - sn - glycero - 3 - phospho - diglycerin 
C45 H89 O12 P (MG 853.1 69) 

7) 1 .2 - DioleoyI - sn - glycero - 3 - phospho - diglycerin 
C45 Hes O12 P (MG 849. 1 37) 

8) 1 .2 - DioleoyI - sn - glycero - 3 - phospho - di - glykoglycerin 
C49 H93 Oi4 P (MG 937.243) 



9) 1 .2 - DioleoyI - sn - glycero - 3 - phospho - di - glyceroglycerin 
Csi H97 O16 P (MG 997.295) 



Beispiel 2 



1) Ri : 1 .2. - DimyristoyI - glycerin 
R2: Cholin 
R3: Glycerin 



CH2 - O - CO - (CH2)i2 - CH3 
I 

CH - O - CO - (CH2)i2 - CHs 
I 

CH2 O 

\ II 

\0-P-0-CH2-CH2-N(CH3)3;CI« 
I 

O-CH2-CH-CH2 
I I 
OH OH 

und entsprechende Strukturen mit 1.2. DIoleoylglycerin. 



2) R,: 1 .2-DioleoyIglycerin 
R2: Glycerin 
R3: Methyl 



CH2 - O - CO - (CH2)7 - CH = CH - (CH2)7- CHs 
I 

CH - O - CO - (CH2)7 - CH = CH - (CHa)? - CH3 
I 

CH2 O 
\ II 
\ O - P - O - CH2 - CH - CH2 
I I I 

O - CHs OH OH 



10 



15 



20 



13 



Beispiel 3 

Liposomen der Zusammensetzung 



Molares Verhaitnis 



1 .2 - DistearoyI - sn - glycero - 3 - phosphocholin 40 % 

Cholesterin 30 % 

Cholesterin - phospho - diglycerin 20 % 

Cholesterin - phospho - glycerin, Na^*^-Salz 10 % 

100 % 



reichern sich vorwiegend in der Milz a, wahrend Liposomen der ublichen 
Zusammensetzung z.B. 



1 .2 - DistearoyI ^ sn - glycero - 3 - phosphocholin 50 % 



hauptsachlich in der Leber angereichert warden. 



Anspruche 



Verbindung der Formel (I) 

O 
II 

- O - P - O - R2 

worin R^ einen Rest darstellt, ausgewahit aus Cholesterin, 
Diacylglycerinen, Dialkylglycerinen, Acylalkylglycerinen, Ceramiden, 
primaren oder sekundaren Alkoholen mit 1 2 bis 24 C-Atomen oder 
Acylglycero-benzylethern, 

R2 einen Rest darstellt, ausgewahit aus Ethanolamin, N- 
Methylethanolamin, Propanolamin, Cholin, Glycerin, Oligoglycerinen, 
Glycoglycerinen oder Serin, welche gegebenenfalls Schutzgruppen 
enthalten konnen und 

R^ einen Rest darstellt, ausgewahit aus Ci-Cg-Alkyi oder Ci-Cq- 
Alkenyl oder die Bedeutung R^ hat. 

Verbindung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass R^ fur einen Cholesterinrest steht- 

Verbindung nach Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass R^ fCir einen l-Octadecyl-2-methyi-sn-glycerin-Rest steht. 

Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 
dass R^ fur einen Glycerinrest steht. 
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5. 



Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet. 



dass fur einen Glycerinrest steht. 

5 6. Verbindung nach einem der vorhergehenden Anspruche, ausgewahit 
aus Cholesteryl-phospho-digiycerin, Cholesteryl-phospho-glycerin- 
glyceroglycerin, Cholesteryl-phospho-di-glycoglycerin, 1,2- 
Dimyristoyl-sn-glycero-3-phospho-diglycerin, 1 ^Z-Dipalmitoyl-sn- 
glycero-S-phospho-diglycerin, 1 ,2-Distearoyl-sn-glycero-3-phospho- 

10 diglycerin, 1 ,2-Dioleoyl-sn-glycero-3-phospho-diglycerin, 1 ,2- 

DioleoyI-sn-glycero-3-phospho-di-glycoglycerin, 1 ,2-Dioleoyl-sn- 
glycero-3-phospho-di-glyceroglycerin- 

7. Verfahren zur Herstellung einer Verbindung nach Formal (I) gemaS 
15 einem der Anspruche 1 bis 6, 



dadurch gekennzeichnet, 
dass man eine Verbindung der Formel (II) 



O 



20 



- O - P - O - R2 




mit einer Verbindung der Formel (III) 



25 



HO-R^ 



verestert. 



30 



8. 



LIposom, enthaltend eine Verbindung nach einem der Anspruche 1 
bis 6. 
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9. Arzneimittel enthaltend eine Verbindung nach einem der Anspriiche 
1 bis 6 Oder ein Liposom nach Anspruch 7. 

10. Verwendung einer Verbindung nach einem der Anspriiche 1 bis 6 
Oder eines Liposoms nach Anspruch 8 zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur Behandlung von Krebs. 
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Zusammenfassung 

Die vorliegende Erfindung betrifft neue Phosphortriester, welche apolare 
5 Lipidstrukturen enthalten. 
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